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概    要  
分散処理された聴覚情報処理の統合は中脳下丘で初めて行われるが、統合を行う局所回路の構築は殆
どわかっていない。その仕組みを解明するためには、多数の細胞の活動を同時に記録し、さらにその細
胞の興奮性、抑制性といった素子としての機能についても同定する必要がある。このような目的に膜透
過性蛍光カルシウム指示薬を用いた多細胞機能イメージングは最適である。我々はまず機能イメージン
グに適した急性スライスの作成法について検討した。その後に下丘の入力線維を温存した形でスライス
を作成し、入力線維を電気刺激しながらその活動を計測した。抑制性入力を GABAA 受容体阻害剤でブ
ロックすることによる活動変化を調べ、細胞集団における側方抑制を可視化することに成功した。さら
に、現在細胞間相互作用について解析中である。 
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神経回路は多数の神経細胞から成り立っている。
多数の神経細胞はシナプスで結合しており、お互
いの状態に影響を与えている。神経回路の機能に
迫るためには単一の神経細胞に注目するだけでは
不足であり、ネットワーク全体で多数の神経細胞
を同時かつ個別に活動を記録して、お互いの相互
作用に基づく総体の時空間活動様式を知らなけれ
ばならない。工学部知能システム工学に新しく導
入されたニポウディスク共焦点顕微鏡を用いるこ
とで、Ca インジケータが導入された脳スライス中
の多数の神経細胞の神経活動を蛍光強度の変化と
いう Ca イメージング法で同時に記録することが
可能となっている。 
当研究は、中脳下丘の神経回路を材料として光
学的多ニューロン活動計測法の確立とその解析を
行う。下丘は下位神経核で分散処理された音の特
徴が初めて統合される核であり、音の認識に深く
かかわると考えられる。下丘細胞は、下位神経核
からの入力を受け、更に局所ニューロンや対側下
丘からの入力による修飾を受けた後、情報を統合
し、上位中枢に情報を伝えるが、どのような局所
回路による情報処理が行われるかについては不明
である。過去の研究で下丘ニューロンは大量の軸
索側枝を下丘内に伸ばすことがわかっており、下
丘局所回路で情報修飾がかなり行われていると推
測されるが、この機能の理解のためには下丘の多
数のニューロンからの同時記録をし、活動の時空
間変化を調べることが必要となる。脳活動の多点
計測で通常使われる細胞外記録法では記録した細
胞の同定は不可能なのに対し、Ca イメージングで
は、記録後にスライスを固定し、組織化学的に記
録細胞の性質を調べることができる。これにより
活動計測した細胞が興奮性か抑制性か、あるいは
（伊藤が最近報告した）投射型抑制性細胞か同定
可能であり、興奮性細胞と抑制性細胞の相互作用
や、上位中枢に向かう信号の時空間性質について
知ることができる。この研究で私たちは下丘の神
経回路における情報統合の機序をより深く理解す
ることとなるであろう。
 
 
 
（１） スライス健全性の評価 
 スライスを作成した後に、これを propidium 
iodide (PI)で染色した。このスライスを固定し、さ
らにNeurotrace 488にて蛍光ニッスル染色を行っ
た。これを共焦点レーザー顕微鏡で観察すること
で全死細胞数と全細胞の情報を得た。ImageJ のマ
クロを用いて多数の画像から死細胞の比率を自動
計算することに成功した。これを工学部学生のス
ライス作成の練習時に行い、効率よい技術の習得
に役立てることができた。さらに、スライス作成
時に用いる生理食塩水の組成を Ikegaya et al., 
2004 のものから、Tanaka et al., 2007 に変更する
ことで死細胞数が減少することを確認した。 
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（２） 聴覚系神経回路の機能形態学 
 P5-15 のマウスの下丘スライスを下丘への入力
線維（外側毛帯）が残るように作成し、電位感受
性色素 NK3630 ないし細胞膜透過性カルシウム指
示薬 Fluo-4 AM で染色を行った。刺激電極を外側
毛帯に置き、GABAA 受容体阻害剤 picrotoxin 
(PTX)投与前後でのスライスの活動を観察した。電
位依存性色素は透過光を CCD カメラで取り込み
を行い、カルシウム指示薬はニポウディスク共焦
点レーザー顕微鏡で励起、CCD カメラで取り込み
を行った。 
電位感受性色素イメージングによって GABAA
受容体の阻害によってスライスの活動性が増強さ
れることが巨視的に確認された（図１）。そこで、
この活動を細胞レベルで確かめるべく、カルシウ
ムイメージングを行った（図２）。下丘は内外側に
広がり背腹軸に狭い層構築があるが、それが電気
刺激によって活動し、GABAA 受容体の阻害によっ
て側方抑制がなくなり、層構築が乱されることが 
 
 
確認された。 
続いて、１０フレーム以内に電気刺激に対する
応答を示した細胞の分布を調べた（図３）。この細
胞分布が２次元正規分布に従う、と仮定し、フィ
ットを行うと、PTX 投与前後に活動した細胞は下
丘の層構築を反映して、縦に潰れた分布（=-0.11）
を示したのに対し、PTX 投与後に初めて活動した
細胞はむしろ縦に伸びた分布を示した(=0.02)。 
最後に、細胞間の相互作用を調べた。これは細
胞Ａの活動直後に細胞Ｂが活動する確率として与
えられ、図４のように、細胞 129 個の例では
129*129 の大きさの行列となる。PTX の有無に関
わらず、多数の細胞が活動してから初めて活動す
る細胞が多数存在し、これは所謂スモールワール
ドネットワークにおけるハブに該当するものかも
しれない。今後より詳細なネットワーク解析と、
免疫組織化学による細胞同定によって、ハブ細胞
の存在に迫っていこうと考えている。 
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図４．縦軸の細胞が活動した後に横軸の細胞
が活動する確率。PTX 後に縦軸方向に線がで
きており、多数の入力を受けて活動する細胞
の存在を示唆する。
図３．（左）PTX 前後で活動を示した細胞(ピ
ンク)と PTX 後のみ活動を示した細胞(赤)の分
布。(右)左図の２次元正規分布フィット。
本助成による主な発表論文等、特記事項および 
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図１．電気刺激後 16.2ms におけるスライ
スの膜電位変化。（右）PTX 投与後。 
図２．電気刺激後 100ms 後におけるカルシ
ウム濃度増大を示した細胞の分布。PTX 投与
後(右)背腹軸方向の細胞分布が拡大した。 
